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Abstract

Immunocontraception has received increased interest in last decades as a potential way of controlling the rapid 
growth of Indonesian population. Development of vaccine based on zona pellucida antigens represents a promising 
approach to potential contraception. Recent advances in monoclonal antibody technology are enabling the 
development of new methods for producing specifif antibody for immunocontraception. Seven research stages were 
conducted  to construct  monoclonal antibodies to Bovine Zonna Pellucida 3 Deglycosylated  (MAb-bZP3dG). Stage 
1, collection  Bovine Zonna Pellucida 3 Deglycosylated  (bZP3dG),  stage II, Immunisized mouse Balb/c  by Bovine 
Zonna Pellucida 3 Deglycosylated  (bZP3dG), stage III, Collecting spleen cells from a mouse that has been 
immunized with the desired antigen, stage IV  Fussion  spleen cells  with myeloma cells, stage  V, Hybridoma 
screening , stage VI,  single cell cloning  and  Monoclonal antibody production and characterization. The Result 
showed that  MAb-bZP3dG were produced  both hybridoma cell and ascites fluid  positively and more specific 
reacted with antigen Bovine Zonna Pellucida 3 Deglycosylated  (bZP3dG)  by immunoblotting technique. MAb-
bZP3dG should  prove useful for candidate immunocontraceptive vaccine.
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Pendahuluan

Proses pengenalanspermatozoa dengan 

permukaan oosit (zona pelusida) pada proses 

fertilisasi merupakan suatu hal yang sangat potensial 

untuk diteliti dan dikembangkan sebagai vaksin 

kontrasepsi. Zonna Pellusida memfasilitasi interaksi 

antara sel telur dan spermatozoa pada proses 

fertilisasi kelompok mamalia (Tulsiani, 2000; 

Peterson et al.,2000 dan Sumitro 2001). Menurut 

Aulanni'am dan Sumitro (2001) molekul bZP3 telah 

dibuktikan merupakan molekul glikoprotein yang 

terglikosilasi melalui “ N-Linked oligosaccharide dan 

O-Linked oligosaccharide “. Zona pellucida sapi 

terbagai atas 4 bagian yaitu (bZP1, bZP2, bZP3, dan 

bZP4). Bovine zona pellucida-3 (bZP3), merupakan 

reseptor primer spermatozoa dimana bZP3 memiliki 

berbagai tingkat glikosilasi dengan populasi 

karbohidrat yang sangat heterogen  yang terikat pada 

asam amino serin, threonin atau aspargin (Tulsiani, 

2000).

Pada tahap awal fertilisasi sperma terikat 

pada rantai karbohidrat glikoprotein ZP3 secara 

spesifik. Namun, dari penelitian lain menjelaskan 

bahwa antibodi bereaksi sangat lemah dengan 

glikosilasi dari ZP3, tetapi reaktivitas ini dapat 

ditingkatkan dengan meningkatkan kualitas protein 

sebagai antigen melalui penghilangan gugus 

karbohidrat (deglycosylated) (Tulsiani, 2000). 

Antibodi poliklonal bZP3dG terbukti menghambat 

fertilisasi secara in vivo, namun belum memiliki 

spesifitas yang cukup baik sehingga dalam studi ini 

menjadi sangat penting untuk meningkatkan kualitas 

antibodi dengan memproduksi antibodi monoklonal 

terhadap bZP3dG (Mab-bZP3dG).

Materi dan Metode Penelitian

Untuk mendapatkan kualitas yang baik dari 

bZP3dG dilakukan isolasi membrane zona pellucida 

secara mekanik. Selanjutnya dilakukan SDS PAGE 

dan dilakukan elektroelusi bZP3, selanjutnya 

d i lakukan degl ikos i las i  secara  enzimat is  

menggunakan N-glycanase. Zonna Pellucida 3 

Deglycosylated  (bZP3dG) dijadikan sebagai antigen 

dan  d i imun i sas ikan  pada  menc i t  s eca ra  

intraperitonial. Setelah 3 minggu diisolasi sel limfosit 

yang berasal dari spleen. Hasil sel limfosit 

selanjutnya difusikan dengan sel myeloma dengan 

menggunakan PEG (Poly Etylen Glycol). Setelah 

dilakukan fusi ditumbuhkan pada plate kultur yang 

sudah ditumbuhkan Feeder layer berupa sel 

makrofag. Penumbuhan sel yang berfusi dilakukan 

dalam medium RPMI yang ditambah medium HAT. 
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Setelah itu sel yang sudah fusi dan tumbuh dilakukan 

seleksi klon dari hybridoma. Sel klon dideteksi 

dengan menggunakan ELISA setelah itu dipanen 

medium yang mengandung antibodi Monoklonal 

bZP3dG (Mab-bZP3dG). Tahap selanjutnya 

dilakukan karakterisasi dan uji spesifitas dengan 

menggunakan metode Dot Blotting dan western 

Blotting.

Dot Blotting

Protein bZP3dG diencerkan dengan PBS-

azida 1% dan diteteskan pada membran nitroselulosa  

selanjutnya diblocking dengan PBS skim milk 5% 

selama satu jam membran dicuci 3 kali dengan PBS 

Tween20 0.05%. Inkubasi antibodi monoklonal 

(Mab-bZP3dG) yang tdiencerkan dalam PBS skim 

milk 1% selama 2 jam, dicuci 3 kali dengan PBS 

tween20 0.05%. Diinkubasi kembali dengan antibodi 

sekunder (Anti Mice IgG Conjugate AP) selama 1 

jam. Kemudian ditambah subtrat western blue selama 

30 menit dalam ruang gelap. Membran dikeringkan 

dan diamati blot yang terbentuk.

Western Blotting

Isolat bZP3dG dilakukan running SDS-

PAGE 12% dan selanjutnya ditransfer pada 

membrane Nitro cellulose (NC) dan  direaksikan 

dengan Mab-bZP3dG   dan anti-mouse-IgG-AP. Pada 

Tahap terakhir ditambahkan   substrat western blue, 

Hasil rekasi positif apabila  terdapat pita biru yang 

merupakan hasil reaksi  bZP3dG dengan Monoklonal 

antibodi bZP3dG (Aulanni'am, 2005).

Hasil dan Pembahasan

Isolat bZP3dG digunakan sebagai antigen 

yang diimunisasikan pada mencit Balb/c untuk 

mendapatkan sel limfosit B yang mengekspresikan 

anti terhadap bZP3dG (Gambar 1).

Gambar 1. Limfosit B Yang Diisolasi Dari Limpa

Mencit Balb/c

Sel limfosit B dan sel myeloma selanjutnya 

difusikan dengan menggunakan PEG dan 

ditumbuhkan pada medium HAT dimana sel yang 

berhasil fusi membentuk Hibridoma akan tetap hidup 

sedangkan yang tidak fusi akan mati (Gambar 2).

Gambar 2. Hibridoma Selektif Terhadap HAT

Sel hibridoma yang berhasil fusi kemudian 

dilakukan seleksi klon untuk mendapatkan sel yang 

mengekspresikan antibodi terhadap bZP3dG. 

Antibodi monoklonal yang didapatkan selanjutnya 

dilakukan uji spesifitas dengan metode Dot blotting. 

Hasil uji Dot blotting memperlihatkan adanya 

gradasi warna noda yang terbentuk sebagai hasil 

reaksi antara Mab-bZP3dG dengan isolat  bZP3dG, 

hal ini dipengaruhi oleh adanya variasi pengenceran 

Mab- bZP3dG. Mab-bZP3dG mampu mengenali 

bZP3dG sampai pada pengenceran 1:5000 yang 

mengindikasikan antibodi monoklonal yang 

diproduksi memiliki spesfifitas yang cukup tinggi 

(Gambar 3).

Gambar 3. Uji spesifitas Antibodi Monoklonal 

Terhadap bZP3dG (Mab-bZP3dG) 

dengan Metode Dot bloting

Hasil uji Dot blotting belum memberikan 

informasi tentang berat molekul protein target, 

sehingga perlu dilakukan pengujian lanjutan yang 

lebih spesifik dengan menggunakan metode Western 

Blotting.

Produksi dan Uji Speksifitas ......
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Gambar 4. Uji Spesifitas Antibodi Monoklonall 

(Mab-bZP3dG) dengan Western blotting

Uji dot blotting menunjukkan adanya 

antibodi monoklonal terhadap bZP3dG (Mab-

bZP3dG) yang dihasilkan dari sel hibridoma mampu 

berikatan dengan bZP3dG. Hal ini belum sepenuhnya 

menunjukkan tingkat spesifitas dari Mab-bZP3dG 

sehingga perlu dilakukan konfirmasi untuk melihat 

apakah Mab-bZP3dG dapat mengenali isolat 

bZP3dG secara spesifik menggunakan metode 

Western Blotting. Mab-bZP3dG yang dihasilkan 

cairan ascites mampu mengenali bZP3dG pada berat 

molekul 50,462 ± 0,004 kDa. Hal ini membuktikan 

bahwa Mab-bZP3dG yang telah diproduksi pada 

penelitian ini bersifat spesifik karena hanya 

mengenali  bZP3dG bukan molekul zona pellusida 

lainnya.

Spesifitas antibodi ditentukan oleh jumlah 

epitop yang dapat terikat semakin sedikit jumlah 

epitop yang dapat dikenali maka spesifitas antibodi 

akan semakin baik. Antibodi poliklonal memiliki site 

pengenalan epitop sangat banyak sehingga memiliki 

spesifitas yang kurang, sedangkan antibodi 

monoklonal merupakan antibodi yang monoepitop 

dimana antibodi monoklonal hanya akan berikatan 

dengan satu jenis epitop yang spesifik dan sesuai. 

Sehingga spesifitas antibodi monoklonal lebih baik 

jika dibandingkan spesifitas antibodi poliklonal 

dimana hal ini sangat menguntungkan dalam 

berbagai aplikasi (Kuby, 2004).

Tingkat spesifitas yang semakin tinggi 

menurut Goldsby et al., (2000) tidak akan 

menimbulkan cross reactivity. Antibodi dengan 

spesifitas yang lebih baik tidak akan bereaksi dengan 

antigen yang tidak sesuai dengan antibodi tersebut. 

Semakin baik spesifitas antibodi akan membuat 

antibodi tidak akan bereaksi dengan protein lain 

sehingga hanya akan bereaksi dengan target dalam 

hal ini adalah molekul  bZP3dG. Adanya spesifitas 

dan efektifitas yang semakin baik, maka antibodi 

monoklonal yang diproduksi harapannya tidak akan 

menimbulkan efek samping.dalam proses aplikasi 

sebagai imunokontrasepsi.

Kesimpulan

Kesimpulan yang dapat diambil dari 

penelitian ini bahwa antibodi monoklonal terhadap 

bZP3dG yang diproduksi bersifat sangat spesifik 

dalam mengenali molekul bZP3dG dan sangat 

potensial  sebagai  pengembangan  vaksin 

imunokontrasepsi.
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